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© Gemafl der Erfindung wird eine in Corynebacterium Oder Brevibacterium repiizierbare rekombinante DNA 
aus Vektor-DNA und fur die Produktion von Proteinen mit dapA-Aktivitat und lysC-Aktivitat kodierenden DNA- 
Sequenzen vorgesehen. Mikroorganismen der Gattung Corynebacterium oder Brevibacterium, die eine solch 
rekombinante DNA enthalten, sind fUr die Gewinnung von Aminosauren, insbesondere L-Lysin ( besonders 
geeignet. Die DNA-Sequenzen stammen insbesondere aus L-Lysin produzierenden Stammen der Gattung 
Corynebacterium Oder Brevibacterium, vorzugsweise aus einer durch Mutagenese von Corynebacterium glutami- 
cum ATCC 13032 erztelten Mutante mit verminderter Feed back Hemmung der Aspartatkinase wie aus dem 
Stamm DSM 5714. Ein besonders geeigneter transformierter Mikroorganismus wird durch den Corynebacterium 
glutamicum Stamm DSM 5715 gebiidet. 
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Das konstruierte Plasmid enthalt di Kombination der klonierten G ne dapA und lysC. Transformanten, 
die dieses Plasmid aufweisen, enthalten eine bezCiglich der feed back Inhibition durch L-Threonin und L- 
Lysin erhohte deregulierte Aspartatkinase Aktivitat, sowie gleichzeitig erhohte Dihydrodipicolinatsynthase 
Aktivitat. Enzymmessungen haben ergegben, da/J die Aktivitat der Asparat Kinase in solchen Transforman- 
ten etwa 15 fach und die der Dihydrodipicolinat Synthase ebenfalls etwa 15 fach erhSht ist. 

Die bei dieser Kombination der Gene erreichten Enzymaktivitaten gewahrleisten sowohl eine effiziente 
Einschleusung von Aspartat in die Lysinbiosynthesesequenz (durch die deregulierte erhohte Aspartatkinase 
Aktivitat). als auch eine Oberwindung der in der Dihydrodipicolinatsynthase bestehenden Limitation inner- 
halb der Biosynthesesequenz. 

Es ergibt sich somit eine wesentliche Verbesserung dadurch, da£ gleichzeitig die den SubtratfluB 
kontrollierenden Enzyme der Lysinbiosynthesesequenz Qberexprimiert werden. wobei durch die Kombina- 
tion eine L-Lysinausscheidung bewirkt oder eine vorhandene verbessert wird. 

Die Hersteliung von L-Lysin produzierenden Stammen, die bevorzugt angewandt werden, ist in der US- 
PS 4 275 157 sowie im J. Gen. Appl. Microbiol. 15 (1969) 267-87 beschrieben. 

Die Erzougung von Mutanten mit verminderter Feed back Hemmung der Aspartatkinase kann, wie im J. 
Biochem. (Tokyo) Bd. 68 (1970) Seiten 701-710 Oder in Agr. Biof. Chem. (Tokyo) 48 (1984) Seiten 3091- 
3098 beschrieben. erfolgen. 

Nachfolgend wird die Erfindung anhand von Beispielen naher beschrieben: 

Beispiel 1 : Hersteliung rekombinanter Stamme 

A) Klonierung eines DNA-Fragmentes von Corynebacterium glutamicum, das fur Dihydrodipicolinatsyntha- 
seaktivitat kodiert (dap A). 

Gesamt-DNA wurde aus C. glutamicum ATCC 13032 - wie bei Chater et al. ( Curr. Topics Microb. 
Immunol. 96 (1982) 69) beschrieben - isoliert und partell mit dem Restriktionsenzym Sau3A verdaut Mit 
der DNA wurden Cosmide in Escherichia coli ED8767 mit dem Cosmidvektor pHC79 entsprechend der 
Vorschrift des Herstellers (Boehringer Mannheim, 6800 Mannheim 31) konstruiert Diese Cosmide wurden 
wie bei Maniatis et al. beschrieben isoliert (T. Maniatis et al., "Molecular Cloning", A Laboratory Manual 
(1982) Cold Spring Harbour), und benutzt, den im Dihydrodipicolinatsynthasegen dapA defekten E. coli 
Stamm RDA8 zu komplementieren. Ein Cosmid wurde isoliert und durch Subklonierung in E. coli RDA8 
nach den bekannten Verfahren ein 2,7 kb Sal1/BamHl DNA Fragment isoliert. Dieses Fragment wurde in 
die multiple cloning site von pJCl ligiert und so das Plasmid pJC23 (Figur 2) erhalten. Dieses in E. coli 
konstruierte Plasmid wurde durch Spharoplastentransformation (Thierbach et al., Appl Microbiol Biot 29 - 
(1988) 356) nach C. glutamicum transferiert 

B) Klonierung eines DNA Fragmentes. das fOr deregulierte Aspartatkinase Aktivitat kodiert. 

Chromosomale DNA wurde aus C. glutamicum MH 20 isoliert und Cosmide wie in Beispiel 1 
beschrieben in E. coli ED8767 hergestellt. Der Stamm MH 20 ist vom Wildtyp C. glutamicum ATCC13032 
abgeleitet und zeichnet sich dadurch aus, dai3 dessen Aspartatkinase insensitiv gegenQber der feed back 
Inhibierung durch L-Lysin plus L-Threonin ist (Cremer et al.. J General Microbiology 134 (1988) 3221). 
Cosmide wurden isoliert und der im Aspartatsemialdehyddehydrogenasegen asd defekte E coli Stamm 
RASAS 1 damit transformiert Das Jransformationsgemrsch wurde auf LB-Agar mit 50^g/ml Ampicillin 
ausplattiert und die Platten bei 30 "C inkubiert. Plasmid DNA aus emporgewachsenen Kolonien wurde 
isoliert, mit dem Restriktionsenzym BamH1 gespalten. und mit dem ebenfalls BamHI gespalterien und mit 
alkalischer Phosphatase behandeltem Vektor pJCl ligiert. Mit dem Ligationsansatz wurde wiederum der E. 
cofi Stamm RASA51 transformiert urid auf LB-Agar ausplattiert. Aus einzelnen Kolonien wurde Plasmid DNA 
prapariert und das Plasmid pJC30 erhalten. Dieses Plasmid wurde durch Restriktionskartierung weiter 
kartiert Es enhalt eine etwa 8,9 kb lange Insertion chromosomaler DNA. Die Restriktionskarte ist in Figur 3 
dargestellt. Von pJC30 wurden verschiedene Subklone in pJCl hergestellt, mft denen der Wildtyp von C. 
glutamicum transformiert wurde. Von Transformanten wurden Messungen der Aspartatkinase und Aspartat- 
semialdehyddehydrogenase Aktivitat durchgefOhrt (Figur 3), die zeigen, da/3 pJC33 die genetische Informa- 
tion fur das Aspartatkinaseenzym enthalt 

Konstruktion eines dapA und lysC enthartenden Vektors pJC50. 



Aus dem Vektor pJC30 (gema/3 B) wurde das fUr die deregulierte Aspartatkinase kodierende DNA- 
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Fragment isoliert. Dazu wurde der Vektor mit dem Restriktionsenzym Dral v rdaut und die resultierenden 
Fragmente in einem Agarosegel aufgetrennt Das fiir die Aspartatkinase kodierende, etwa 2,5 kb grofie 
DNA-Fragment wurde aus dem Gel wio bei Maniatis et al. beschrieben isoliert und aufgereinigt Ais V ktor 
wurde pJC23 (gemaB A) benutzt, der bereits das Gen fur die Dihydrodipicolinatsynthase tragt Dieser 

5 Vektor wurde mit Pvu2 linearisiert, zur Entfemung der entstandigen Phosphatgruppen mit alkalischer 
Phosphatase behandelt, mit dem isolierten Dra1 Fragment vermischt, und mit T4-Ligase behandelt. Mit dem 
Ligationsgemisch erfolgte die Transformation von Escherichia coli RDE51. Transformanten davon wurden 
auf LB-Kanamycinplatten erhalten und von einigen Plasmide isoliert. Neun von zehn Transformanten 
enthielten das rekombinante Plasmid pJC50, das gleichzeitig die Gene fur deregulierte Aspartatkinase und 

io Dihydrodipicolinatsynthase tragt. Eine Restriktionskarte davon wurde erstellt, und ist in Abbildung 1 
wiedergegeben. 

Oberexpression der Aspartotkinoso und Dihydrodipicolinatsynthase Aktivitat in rekombinanten Corynebacte- 
rium giutamicunrTStammon durch pJC50~ 

75 

Das in E. coli konstruiorto Plasmid pJC50 wurde mittels Spharoplastentransformation in den Wilcftyp 
von Corynebacterium glutamicum und dessen Derivat DG52-5, das sich durch deregulierte Aspartatkinase 
Aktivitat auszeichnet transform iert. Der Stamm DG-52-5 ist bei Cremer et al. (a. a. 0.) beschrieben. Die 
Aspartatkinase Aktivitat und Dihydrodipicolinatsynthase Aktivitat wurde in den pJC50 enthaltenen Stammen 

20 bestimmt Als Kontrollcn wurdon die Aktivitaten zusatzlich in den Ausgangsstammen und in den pJC23 (nur 
Dihydrodipicolinatsynthase) und pJC30 (nur Aspartatkinase) enthaltenen Stammen gemessen. Die S tarn me 
wurden dazu in einem Komplexmedium. das 2,5 g/l NaCI, 10 g/l Pepton, 10 g/l Hefeextrakt sowie 2% 
Glukose (pH7 ( 4) enthielt Uber Nacht angezogen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet, in einem 
geringen V/olumen 100 mM Tris-HG 1 . 50 mM Ammoniumsulfat (pH8) aufgenommen und mit dem Uftra- 

25 schallgerat Branson Sonifier aufgeschJossen. Die Zelltrummer wurden durch hochtourige Zentrifugation bei 
15000 g 15 Minuten lang abzentrifugiert und der resultierende Oberstand fiir die Aktivitatsbestimmungen 
benutzt. Der Aspartatkinase Tost und der Dihydrodipicolinatsynthase Test wurden, wte bei Cremer et al. (a. 
a. 0.) beschrieben. durchgefuhrt Dk> zugehdrigen Proteinkonzentrationen wurden nach der Methode von 
Lowry et al. ermittelt (Lowry et aJ . J Biol Chem 193 (1951) 265). Der Gehalt an Enzym, und die 

30 Hemmbarkeit der Kinase sind in Tabelle 1 dargestellt Es ist ersichtlich, dafl hohe Enzymakttvitaten der 
entscheidenden Enzyme der Lysmbiosynthesequenz resuttieren, und die Aspartatkinase keiner feedback 
Inhibierung durch L-Lysin ptus L-threonin unterliegt. 

Beispiel 2: 

35 

Ausscheidung von L-Lysin mit Ptasmiden die iysC und dapA in Kombination enthalten. 

Die in Beispiel 4 beschhobenen rekombinanten Stamme, sowie die Kontroilen wurden auf dem in 
Beispiel 4 beschriebenen Komptexmedtum angezogen. Nach 17 Stunden Inkubation bei 30 *C wurden die 

40 Zellen geerntet. in 0.9% NaD resuspendiert. und mit einer Animpfdichte von 1 auf das Fermentationsmedi- 
um folgender Zusammensetzunq ubettragen: 20 g/l (NHO2SO4. 0.5 g/l KH2PO*, 0,5 g/l K2HPO4, 0,25 g/l 
MgS04x7H 2 0, 10 mg/I FeSO*x7H : O t 10 mg/l MnSOix7H 2 0. 1 mg/l ZnS04x7H 2 0, 0.2 mg/l CuSO*. 0,02 
mg/l NiCI 2 x6H 2 0. 0,2 mg Bictin. Nacr. dem Autoklavieren wurden 2.4 g Glukose und 1,2 g CaG03 zu 60 ml 
Portionen zugefugt. Die Kolben wurden bei 30 *C auf einem Schuttler bei 140 Umdrehungen pro Minute 

45 inkubiert. nach 72 Stunden wurden Proben des Kulturfiltrats entnommen. abzentrifugiert, und im klaren 
Oberstand die akkumutierte Menge an gebildetem L-Lysin bestimmt mittels eines Aminosaureanalysators 
bestimmt. Tabelle 2 zeigt die erhaltenen Werte. 
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Tabelle 1: Expression der Aspartatkinase und der Dihydrodipicolinatsynthase, 
sowie Restaktivitat der Aspartatkinase bei Anwesenheit von je 10 mM L-Lysin und 
L-Threonin. 



Sp. Aktivitat (U/mg) 
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Stamm/Plasmid 


Dihydrodipicolinat- 


Aspartat- 


Aspartatkinase 






synthase 


kinase 


+ L-Lys, L-Thr 


J5 


13032 


0.20 


0,012 


0,002 


13032/pJC30 


0,20 


0,220 


0,200 




13032/pJC23 


3,10 


0,012 


0.001 


20 


13032/pJC50 


1.95 


0,180 


0.210 




DG52-5 


0.21 


0,014 


0,003 




0G52-5/pJC30 


0,21 


0.240 


0.200 


25 


DG52-5/pJC23 


1,85 


0,015 


0,003 




DG52-5/pJC50 


2.05 


0,210 


0,210 
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Tabelle 2: Steigerung der Lysinausscheidung durch Kombination zweier 
Enzyraaktivitaten in Corynebacterium glutamicum. 

5 



10 



15 



Stamrn/Plasfnid relevantes Akkumul iertes 

Enzym L-Lysin (mM) 

13032 0 

13032/pJC30 Kinase 38 

13032/pJC23 Synthase 12 

13032/pJC50 Kinase plus Synthase 50 

20 OG52-5 43 

DG52-5/pJC30 Kinase 48 

DG52-5/pJC23 Synthase 52 

0G52-5/pJC50 Kinase plus Synthase 71 
E s z e i g e n : 
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Fig. 1 : Konstruktion eines lvs C D und dap A cragenden Pendel- 
vektors pJC 50 (Bg = Bgl II, C = Cla I , O = Dra I, 
E = Eco RI, N • Nae I, P = Pst I , Pv = PVTJ II, 
S = Sal I, Sm = Sma I, Sp = Sph I, Xh = Xho I) 

Fig. 2 : Deletionsanalyse des dap A/B Clusters aus C. olutamicum 
(B « Bam HI, Bg = Bgl II, C » Cla I, H = Hind III/ 
p = Pst I, Pv = Pvu II, S = Sal I, Sp '= Sph I) 



Fig. 3 



Oeleliontanaty se des Lyi C/asd Opcroni in Coiyneo»ct trtum Qluiamicvm 
(0 Bam mi. O Or* 1. £ Ecofl 1. n Naei. P Pin. S SaU. x xnoi. Xu Xda I) 



Ansp ruche 

50 

1. Verfahren zur Herstellung von Aminosaure, insbesondere von L-Lysin, durch Zuchten eines Mikroorga- 
nismus der Gattung Corynebacterium oder Brevibacterium, der eine rekombinante DNA aus Vektor- 
DNA und fUr die Produktion von Proteinen mit dapA-Aktivitat kodierende DNA-Sequenz enthSIt, in 
einem NMhrmedium und Gewinnung der AminosSure aus dem Kultunmedium, 
55 dadurch g kennzeichn t» 

6aB die rekombinante DNA zusatzlich eine fQr die Produktion von Proteinen mit lysC-Aktrvitat kodieren- 
de DNA-Sequenz enhSIt 
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2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch g k nnzeichnet, 

daB die kodierenden DNA-Sequenzen aus Stammen der Gattung Corynebacterium oder Brevibacterium 
gewonnen worden sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 2. 
dadurch gekennzelchnet, 

daB die kodierenden DNA-Sequenzen aus L-Lysin produzierenden StSmmen der Gattung Corynebacte- 
rium oder Brevibacterium gewonnen worden sind. 

4. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB die DNA-Sequenzen aus einer durch Mutagenase von Gorynebacterium glutamicum ATCC 13032 
erzieften Mutante mil verminderter Feed back Hemmung der Aspartatkinase erhalten worden sind. 

5- Verfahren nach Anspruch 4. 
dadurch gekennzelchnet, 

daB die DNA-Sequenzen aus dem Slamm DSM 5714 erhalten worden sind. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB als transformierter Mikroorganismus der Stamm Corynebacterium glutamicum DSM 5715 einge- 
setzt wird. 

7. In Corynebacterium oder Drovibacterium replizierbare rekombinante DNA aus Vektor-DNA und ftir die 
Produktion von Proteinen mit dapA-Aktivitat und lysC-Aktivitat kodierenden DNA-Sequenzen. 

8. Rekombinante DNA nach Anspruch 7, 
gekennzelchnet durch 

eine Vektor-DNA aus don Plasmidon p21, pJCl, pAJ1, pAJ3, pAJ4 und pAJ6 sowie pCG1 odor pCE5. 

9. Mit rekombinanter DNA nach Anspruch 7 oder 8 tranformierte, L-Lysin produzierende Mikroorganismen 
der Gattung Corynebacterium oder Brevibacterium. 
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